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Resumo da Dissertacao

Introducdo: O carcinoma basocelular (CBC) é a neoplasia maligna mais
comum da pele. Apesar da sua grande prevaléncia, geralmente o CBC né&o
ocasiona metastases, sendo reconhecido por seu potencial de invasao local.
Alguns estudos, com séries de casos, relacionaram a presenca de alfa-actina
de musculo liso com a invasdo tumoral nos subtipos de CBC mais agressivo.
Comprovando-se a relacédo entre a alfa-actina e a invasao tumoral, seria
possivel predizer o comportamento de um carcinoma basocelular na invasao
de tecidos locais, auxiliando na decisdo terapéutica. Objetivos: o objetivo
principal foi verificar a prevaléncia da positividade para alfa-actina, a imuno-
histoquimica, em carcinomas basocelulares de baixo risco (superficial, nodular,
fibroepitelioma) e de alto risco (infiltrativo, morfeiforme, basoescamoso,
esclerosante e micronodular) e o objetivo secundario foi descrever a relacéao
entre a expressao imuno-histoquimica da alfa-actina e as seguintes variaveis:
idade do paciente; topografia do CBC; padrdo clinico da lesdo; descricdo
dermatoscoépica; tamanho da leséo, espessura tumoral; presenca de ulceracdo
e recidiva das lesbes em 5 anos. Materiais e Métodos: Foram avaliados 100
casos de CBC diagnosticados em 2014 no Servico de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (Brasil), a partir de blocos de parafina de pacientes
com exérese do carcinoma basocelular. Foi realizada a imuno-histoquimica
para alfa-actina de musculo liso. Os seguintes dados de prontuario foram
analisados: idade; topografia da lesdo, se em area fotoexposta ou néo
fotoexposta; impressédo clinica da lesdo, se CBC superficial, nodular ou
infiltrativo; descricdo dermatoscépica; espessura tumoral; presenca ou

auséncia de ulceragcdo e a presencga de recidiva da lesdo em até 5 anos de



acompanhamento. Resultados: a prevaléncia da alfa-actina estromal foi de
33% nos CBC em geral, 23% nos de baixo risco e 59% nos de alto risco. A
prevaléncia da alfa-actina nas células tumorais foi de 37% nos CBCs em geral,
48% nos de baixo risco e 33% nos de alto risco. Houve associagcao
estatisticamente significativa quanto a presenca da proteina alfa-actina no
estroma tumoral e as variaveis subtipo agressivo (p=0,001, ¢ = 0,34) e recidiva
tumoral em até 5 anos (odds ratio = 1,896 1C95% = 0,771 — 4,659). N&do houve
associacgao estatisticamente significativa entre presenca de alfa-actina estromal
e as demais variaveis estudadas (idade, topografia, espessura tumoral,
tamanho da lesdo). Nao foi demonstrada associagdo entre presenca de alfa-
actina nas células tumorais e as variaveis estudadas.

Conclusao: a alfa-actina de musculo liso esta frequentemente expressa no
estroma dos carcinomas basocelulares, relacionando-se aos fatores subtipo
agressivo e recidiva tumoral, e pode corroborar a hipotese de o mecanismo de

invasao tumoral ser dependente dos miofibroblastos.

Palavras-chave: carcinoma basocelular, imun-histoquimica, actina



Abstract

Introduction: Basal cell carcinoma (BCCs) is a common skin cancer that is
locally invasive, but rarely metastasizes.. Case series correlated alpha-actin
expression with tissue invasion in most aggressive subtypes. Proving the
relationship between a-smooth muscle actin expression and tumor invasion
could help predict a tendency for BCCs to spread locally, thus helping in
therapeutic decision. Aim of study: to describe the rate of alpha-actin
positiveness in low risk (superficial, nodular, fibroepithelioma) and high risk
(infiltrative, morpheaform, basosquamous, micronodular) basal cell carcinomas
and the relationship between actin positivity and the following variables:
patient’'s age, tumor location, tumor subtype, tumor size and thickness,
presence or absence of ulceration and 5-year clinical recurrence proven by
biopsy. Materials and methods: 100 paraffin blocks from surgeries performed
were identified and reviewed. Subsequently, smooth muscle alpha-actin
Immuno-histochemistry was performed. The following information were
extracted from medical records: patient’s age, tumor location, tumor subtype,
tumor size and thickness, presence or absence of ulceration and 5-year clinical
recurrence proven by biopsy. Results: 33% of all BCCs, 23% of low risk BCCs
and 59% of high risk BCCs showed stromal alpha-alctin positivity. 37% of all
BCCs, 48% of low risk BCCs and 33% of high risk BCCs showed cellular alpha-
alctin positivity There was a statistically significant correlation between stromal
a-smooth muscle actin positivity and aggressive subtypes of BCC (p=0,001, ¢ =
0,34). The association between the positivity in the stroma and the recurrence

rate was of 1.8 (odds ratio = 1,896 1C95% = 0,771 — 4,659). Other tumor



characteristics (tumor thickness, location, ulceration, and size) and age group
were not significantly related to immunohistochemical positivity to a-smooth
muscle actin. There was no statistically significant correlation between tumor
cell a-smooth muscle actin positivity and any of the tumor characteristics and
age group

Conclusion: alpha-actin stromal positivity is congruent with the proposed
mechanism of tissue invasion in BCCs, which is dependent on fibroblast
myoepithelial differentiation. These cells thus acquire motility capability and
invade adjacent tissues. Positivity in tumor cells was not associated with a

worse prognosis.

Keywords: basal cell carcinoma, immuno-histochemistry, actin



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CBC: Carcinoma Basocelular

INCA: Instituto Nacional do Cancer

IHQ: Imuno-Histoquimica

a-AML: Alfa-Actina de Mdsculo Liso

TGF-B: Fator de Crescimento Tumoral-Beta

FACs: Fibroblastos Associados a Cancer

UFCSPA: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre



10

Lista de Quadros

Quadro 1: Histopatologia dos Subtipos de Carcinoma Basocelular.................. 15
Quadro 2: Prevaléncia dos Subtipos de Carcinoma Basocelular...................... 17
Quadro 3: Principais Marcadores Imuno-Histoquimicos do Carcinoma

BaASOCEIUIAT. ... e e 21



11

SUMARIO

1. REFERENCIAL TEORICO .....coviiiieeeee et 12
1.1 O Carcinoma Basocelular

1.1.1 Definico e Epidemiologia...........coueeuiiuiiiiiiiiiiiieie e 12
IO 2 @ 10 - To | (o T @4 19 1o o TSP SPPPRRRRRR 13
I R B o 1S (o o F=1 (0] (oo | - VAP TTRTTR 14
114 Trat@mMEeNTO.......o i 19
1.2 Alfa actina

1.2.1 CaracteriStiCAS GEIAIS. ......ceiiiuuriieieee et e e e et e et ee e e s ee e e e eeea e 18
1.2.2 Estudo da imuno-hisStoOqQUIMICA............ueeereeriiiiiiie e 20
1.2.3 Alfa-actina e mediadores carcinogénicos do carcinoma basocelular....... 22
2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cooiiiiiieiiisieie st 24
3. OBIETIVOS ..ottt 30
N I CT= - | TP U PP PPPPPPPRUPRPR 30
3.2 ESPECITICOS. ..ttt ettt e e e e e e 30
4. ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES .....ccoeovieeieeeee e 31
5. CONCLUSOES. ..ottt 45
6. CONSIDERACOES FINAIS .....ooiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 47
7. APENDICES ... oottt 47
7.1 Técnica de Imuno-hiStOqQUIMICA.......ccoviiiiii e 48
7.2 Ficha de AValIaCa0............uuuuruiiiiiii it a e e e e e aa e 49
8. AN X O S ... e 50

8.1. Parecer do Comité de Etica da UFCSPA.........oocooeeeeeeeeeeeeeeeee e, 52



12

1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 O Carcinoma Basocelular

1.1.1 Definicéo e Epidemiologia

O carcinoma basocelular (CBC) é a neoplasia maligna mais comum da
pele. Origina-se da camada basal da epiderme e dos foliculos pilosos. E
definido como neoplasia maligna composta por queratindcitos germinativos
analogos aos da unidade embrionaria foliculo-sebaceo-apdcrina.t

O CBC é mais prevalente em areas proximas a linha do Equador.
Entretanto, a Australia € o pais com mais altas taxas para CBC, com algumas
regides apresentando incidéncia de 2% ao ano. Embora as taxas permanecam
altas em homens idosos, ha tendéncia de aumento em mulheres jovens.?

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), os canceres
de pele ndo-melanoma constituem 30% de todas as neoplasias; destes,
estima-se que de 70 a 80% dos canceres de pele ndo-melanoma representem
carcinomas basocelulares. Abaixo dos 40 anos de idade, a prevaléncia do
tumor € superior em mulheres; acima dos 60 anos, esse padrdo é invertido.
Tais dados sdo pouco precisos, devido a neoplasia provocar poucas
internacdes e ndo constituir doenca de notificacdo compulséria. Em 2020, a

incidéncia de CBC é estimada em 176.930 novos casos, dos quais 83.770 em

homens e 93.160 em mulheres, e de mortalidade de 1,1%. 34
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1.1.2 Quadro Clinico

Clinicamente, o carcinoma basocelular caracteriza-se por placa, papula
ou nddulo eritematoso com brilho perolado, telangiectasias variando de lineares
e arboriformes. A dermatoscopia identifica as estruturas descritas para o CBC,
como vasos arboriformes, telangiectasias finas e curtas, estruturas em raio de
roda e folha de bordo, além de glébulos azul-acinzentados e ninhos ovoides.> A
presenca de pigmento melanocitico esta relacionada a fototipos de pele mais
altos. Pode ocorrer ulceracdo, sendo mais relacionada ao subtipo nodular da
neoplasia, embora possa ocorrer em todas as variantes tumorais.!

Sua localizacdo mais frequente € em areas fotodanificadas da cabeca,
pescoco e tronco, raramente se desenvolvendo em palmas e plantas ou em
membranas mucosas, como na mucosa hasal e na vulva.®

Enquanto o carcinoma espinocelular, outra neoplasia de pele néo
melanoma, esta relacionado a exposicdo solar cumulativa, o fator de risco
associado ao CBC envolve exposicao intermitente e recreacional, comum no
sul do Brasil. Essa relacdo € particularmente importante quando a exposicéo
ocorre na infancia e adolescéncia, tendo efeito cumulativo.®

Além da radiacdo ultravioleta, os fatores de risco identificados para a
neoplasia séo: idade avancada; fototipos de pele baixos; tratamento com
radioterapia local; historia familiar; exposi¢cao a arsénico, psoraleno e derivados
de alcatrdo; sindromes genéticas, como a sindrome de Gorlin;
imunossupressdo por transplante de 6rgdos sélidos. "8 Cicatrizes e Ulceras

cronicas, éareas de alta atividade inflamatéria e fibroplasia, sdo riscos
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importantes para o desenvolvimento de CBC em &reas ndo expostas a
radiacdo ultravioleta.®

E um tumor de crescimento lento, com capacidade de invas&o local,
recidivante, com rara metastatizacdo (0,0028% a 0,55%, sendo 400 casos
descritos na literatura). Os locais de metastatizagcdo descritos sao linfonodos
regionais, ossos, pulmdes e pele.’® A mortalidade é rara, ocorrendo mais
frequentemente em individuos imunossuprimidos ou com sindromes clinicas.

Sua agressividade possui diversos fatores de risco conhecidos, sendo um dos

principais o tipo histolégico da leséo.?

1.1.3 Histopatologia

O exame histopatologico é essencial para a confirmacdo diagnéstica e
estimativa do risco de recidiva.’® De forma geral, o CBC caracteriza-se por
células tumorais basaloides brotando da epiderme ou de foliculos, ou entdo no
interior da derme, com atipia variavel. Frequentemente apresenta artefato de
retracdo, caracterizado por espacos vazios entre o estroma e os l6bulos de
células tumorais. A epiderme pode estar ulcerada. Os nucleos podem estar
dispostos em palicadas periféricas aos l6bulos. Mucina pode estar presente no
estroma ou no interior de agregados basaloides. A derme pode apresentar
elastose solar, refletindo a origem comum de CBCs em pele fotodanificada.
Invasdo perineural estd presente em subtipos agressivos; o infiltrado
linfoplasmaocitario é variavel, com raros foliculos linfoides ao redor do tumor.1?

De acordo com os critérios do Royal College of Pathologists (2014), para

a descricdo histopatoldgica da neoplasia, em concordancia com os critérios da
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Organizacdo Mundial de Saude, os subtipos de CBC de alto risco sdo o CBC
infiltrativo,  morfeiforme/esclerosante,  micronodular e  basoescamoso.
Carcinomas basocelulares superficiais, nodulares e fibroepiteliomas séao
descritos como de baixo risco. De acordo com esse consenso, ndo ha valor
clinico na diferenciagdo entre os tumores de alto risco, visto que apresentam
prognostico semelhante, propondo-se a denominacdo comum de carcinomas

“infiltrativos”. Os principais subtipos de CBC estdo detalhados no Quadro 1.

Quadro 1. Histopatologia dos Subtipos de Carcinoma Basocelular

Subtipo Histopatologia

Infiltrativo Cordoes finos de células basaloides

invasivas na derme.

Morfeiforme Clinicamente semelhante a uma

cicatriz. Cordoes finos de células

basaloides invasivas em um estroma

fibroso.

Micronodular Mdltiplas ilhas solidas de tumor
basaloide de tamanho inferior ao de

um foliculo piloso.

Basoescamoso Caracteristicas combinadas de

carcinoma basocelular e escamoso.

Superficial Pequenos brotamentos de células
tumorais basaloides estendendo-se a

partir da epiderme.

Nodular Ilhas sélidas de tumor basaloide.
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Fibroepitelioma Placa vermelha no tronco. Padrao
reticular de finas traves de células
basaloides anastomosadas em um
estroma frouxo com  mdltiplas

conexdes com a epiderme.

Rapini RP. Dermatopatologia Préatica, 22 Edi¢do. Elsevier; 2018: 271-275.1!

Na pratica, muitos tumores apresentam ambos os padrées de baixo e
alto risco; infelizmente, ndo h& dados sobre o percentual de cada padrdo
considerado biologicamente significativo. Portanto, a classificacdo atual é
pragmatica, classificando os tumores como de baixo e alto risco; o status de
risco tumoral € baseado na variante mais agressiva identificada,
independentemente de sua expressividade, contrariando a classificacao prévia,
que denominava CBC com mais de um subtipo como “mistos”.*? De fato,
Miszczyk et al. Reportaram que o0s subtipos histolégicos micronodular,
infiltrativo, esclerodermiforme e basoescamoso estdo associados a um
comportamento mais agressivo, como maiores taxas de recorréncia e maior
invasdo da derme.'® Assim, o CBC de alto risco é associado a maior incidéncia
de recidiva local, extensdo tumoral subclinica, excisdo incompleta e
comportamento agressivo.**

Betti et al. descreveram uma associacao entre o tipo histolégico tumoral,
sua topografia e idade de aparecimento. Subtipos superficiais, acometendo
principalmente o tronco, foram descritos em individuos mais jovens; variantes

nodulares, de localizagdo predominantemente facial, foram associadas a idade

mais avancada.'® O subtipo nodular é responsavel por metade de todos os
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casos de CBC.1® A prevaléncia estimada dos demais subtipos de Carcinoma

Basocelular esta descrita no Quadro 2.



Quadro 2. Prevaléncia dos Subtipos de Carcinoma Basocelular
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Subtipo Frequéncia Estimada
Infiltrativo <10%
Morfeiforme 5-10%
Micronodular 5-15%
Basoescamoso <2%
Superficial 10-30%
Nodular 50-80%
Fibroepitelioma <5%

Scrivener et al, 2021%7; Cameron et al, 20198 Tanese K, 2019%°.

Infelizmente, a biopsia pré-operatdria representa apenas uma amostra

do tumor e pode néao identificar todas as caracteristicas histologicas da lesdo

como um todo. A ndo deteccdo de subtipos agressivos pode resultar em

subtratamento e recorréncia tumoral.?® Em um estudo brasileiro de 2020, a

concordancia entre o subtipo histoldégico presente na bidpsia incisional e aquele

determinado apos cirurgia micrografica de Mohs foi de apenas 45%. Dessa

forma, faz-se mister o conhecimento de fatores associados a tumores

agressivos e recorrentes previamente a conduta terapéutica.?*

1.1.4 Tratamento

O tratamento dos CBCs baseia-se nas caracteristicas do individuo

(idade, comorbidades, imunossupressao, medicacdées em uso) e da leséo

(tamanho, localizacdo, subtipo, classificacdo em lesdo primaria ou recidiva
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tumoral). Como mencionado previamente, a biopsia prévia é fundamental para
a coleta de informacdes adicionais sobre a lesdo.??

Ampla gama de tratamentos estdo disponiveis, variando de criocirurgia,
5-fluoruracil ou imiquimode tépicos, curetagem e eletrodisseccdo, excisédo
cirdrgica e cirurgia micrografica de Mohs. A exérese cirdrgica e a cirurgia
micrografica de Mohs séo as terapias com maiores percentuais de cura clinica;
entretanto, nem sempre estado disponiveis ou sdo apropriadas em casos de
idade avancada e comorbidades, por exemplo.?®

Mais recentemente, terapias-alvo contra a via de sinalizacdo hedgehog,
como o vismodegibe e o0 sonidegibe, tém obtido excelentes resultados em
tumores avancados, multiplos ou associados a sindromes genéticas, como a

sindrome de Gorlin.?*

1.2 Alfa-actina

1.2.1 Caracteristicas gerais

A actina é parte do citoesqueleto, sendo a proteina mais abundante nas
células eucaridticas. Participa de mais interacdes proteina-proteina que
qualquer proteina conhecida. Sua capacidade de transitar entre os estados
monomeérico e filamentoso fazem da actina componente essencial para muitas
funcdes celulares, como a manutencdo de seu formato, capacidade de
motilidade e polaridade, além de participar ativamente do processo de
transcricdo. Por suas fungbes cruciais para a sobrevivéncia celular, a actina

também é alvo de multiplos patégenos.?®
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Essa proteina é formada por filamentos e por outras proteinas
acessorias e regulatorias. Essas estruturas sdo o maquindrio gerador de forca
celular, produzindo forcas protusas através de polimerizacdo coordenada dos
filamentos, ou forcas contrateis ao deslizar sobre filamentos bipolares de
miosina Il. Ambas as forcas sdo fundamentais para a migracdo celular; a
definicdo e mudanca do formato da célula e as propriedades mecéanicas de sua
superficie; a motilidade intracelular; a morfogénese das organelas de
membrana e a adesdo intercelular e entre célula e matriz extracelular.2®

O citoesqueleto de actina também tem sido estudado por seu papel
potencial em doencas neurologicas, progressdo e metastases tumorais.
Anormalidades na degradagao ubiquitina-dependente dos reguladores do
citoesqueleto de actina parecem exercer um papel no potencial de propagacéo
de células tumorais, conforme descrito por Ma et al.?’

Hinz et al.?® demonstraram que expresséo de alfa-actina de musculo liso
(a-AML) é suficiente para expressar caracteristicas contrateis em fibroblastos,
tendo papel, por exemplo, na fase de contracdo do tecido de granulac&o
durante a cicatrizacdo de feridas. Os fibroblastos ativados dessa forma sé&o
chamados de miofibroblastos, e agem por aparato semelhante ao de musculo
liso de vasos sanguineos. Tais fibroblastos sédo diferentes entre si, podendo
expressar niveis variaveis de a-AML. A expressdo de a-AML teve efeito
diretamente proporcional na capacidade contratil dessas células. De maneira
interessante, o bloqueio do fator de crescimento tumoral beta (TGF-) reduziu a
expressao de a-AML em fibroblastos subcutaneos de murinos.

Além disso, fibroblastos associados a cancer (FACs) sao diferentes dos

fibroblastos tipicos do estroma em termos de sua origem, expressao genética,
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secrecdo de moléculas e efeito em células cancerosas. Sao extremamente
resilientes a estresse celular e adaptaveis a mudancas no ambiente celular?®.
Assim como os fibroblastos normais, quando em células tumorais ativam-se
pela expressao de a-AML e vimentina, agindo conjuntamente na producao e
remodelagcéo da matriz extracelular. Podem ter papel no crescimento tumoral,

assim como sua estagnacéo, através de propriedades imunolégicas.2°

1.2.2 Estudo da imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica é processo utilizado na Patologia para localizagéo
de expressédo de proteinas nos tecidos.3! Coons et al. primeiro descreveram a
técnica em 1941, como forma de detectar antigenos celulares em laminas de
tecido®2. Desde entdo, é utilizada no diagnéstico e pesquisa de doencas
infecciosas e neoplésicas. A base da técnica retne principios de imunologia,
histologia e quimica, através da unido antigeno-anticorpo. Conforme os
conceitos de sensibilidade e especificidade foram aprimorados, a técnica
também evoluiu. Dessa forma, ap6s a fixacdo do tecido, o anticorpo
selecionado detecta epitopos expostos, formando complexos antigeno-
anticorpo que sado posteriormente identificados por métodos diretos ou
indiretos. Controles positivos e negativos s@0 necessarios para precisdo
técnica, sendo realizados rotineiramente.3® Para descricdo pormenorizada da
técnica, conforme é realizada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
ver Apéndice 7.1.

Dois anticorpos imuno-histoquimicos para actina sdo comumente

descritos: actina musculo-especifica e actina de musculo liso (a-AML). A actina
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estd presente em miofibroblastos, células mioepiteliais, leiomiossarcomas,
tumores glémicos, corpos de inclusdo de fibromatose digital recorrente, bem
como em 50% dos neurotequeomas celulares.®* Além disso, a expressdo de
alfa-actina também foi descrita em tumores cutaneos, conforme descrito na
secao 1.2.3.

Os principais marcadores imuno-histoquimicos presentes no CBC estdo

descritos no Quadro 3.

Quadro 3. Principais Marcadores Imuno-Histoquimicos do Carcinoma
Basocelular

Marcador Funcao

Ber-EP4 Marcador de células epiteliais néo

gueratinizadas.

Bcl-2 Oncogene envolvido na inibicdo da
apoptose.
CD34 Antigeno de células progenitoras

humanas. Presente no tecido
conjuntivo ao redor de foliculos

normais.

CK7 Citoqueratina basica de epitélios

simples ndo queratinizados.

Rapini RP. Dermatopatologia Pratica, 22 Edicdo. Elsevier; 2018: 417-425.3!

1.2.3 Alfa-actina e mediadores carcinogénicos do carcinoma basocelular
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Os mecanismos de invasdo tumoral do CBC sao questionados ha
algumas décadas, com avancos significativos ao longo do tempo. Em 1976,
Gabbiani et al.®* descreveram um aumento de proteinas contrateis em células
tumorais a microscopia eletrénica e imuno-histoquimica, quando comparadas a
sua contraparte saudavel. Essas proteinas haviam sido descritas previamente
em tecidos de reparacdo de ferimentos e durante a carcinogénese
experimental. Contudo, sua significancia era desconhecida a época. Em 1988,
Kitano3® descreveu um aumento de filamentos de actina em queratinécitos
malignos humanos nos carcinomas cutaneos, corroborando os achados
préevios.

Majmudar et al.®®, em 1994, encontraram uma associacdo entre a
invasao tumoral e niveis aumentados da metaloproteinase estromelisina-3, e
postulou que o0s espacgos intercelulares comumente vistos nos cortes
histolégicos de CBCs seriam devidos a acdo desta enzima, responsavel pela
propagacdo do tumor. Uma maior ruptura da membrana basal foi associada a
subtipos tumorais mais agressivos. Este dado foi confirmado por estudo de
Undén®’, dois anos depois, que afirmou que a enzima era produzida por
miofibroblastos diferenciados no tecido conjuntivo tumoral.

Ainda nos anos 1990, Tsukamoto et al.®® relacionaram um aumento na
alfa-actina de musculo liso com subtipos tumorais mais agressivos (solido,
adenoide e esclerosante), com diferenciacdo dos fibroblastos locais em
miofibroblastos no estroma; tais achados sdo compativeis com a descricdo da
néo sobrevivéncia desses carcinomas sem contato com seu estroma.

Mais recentemente, Christian et al®°, Law et al.** e Pilloni et al.*

correlacionaram a presenca de alfa-actina de musculo liso com invasao tumoral
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no CBC micronodular, nodular-infiltrativo misto, morfeiforme e queratético,
respectivamente. Zheng et al.*?> descreveram o carcinoma basocelular com
diferenciacdo mioepitelial, consolidando o conhecimento prévio.

O interesse em marcadores tumorais deve-se ao diagndstico cada vez
mais precoce dessas lesbes. Comprovando-se a relagéo entre 0 aumento de
alfa-actina e uma maior invaséo tumoral, poder-se-ia prever o comportamento
de um carcinoma basocelular de invadir os tecidos locais, auxiliando na
decisdo terapéutica de intervencdes mais ou menos conservadoras, como
margens histolégicas mais amplas ou um tempo de seguimento mais longo, por
exemplo. Esse conhecimento podera ser reconhecido como de importante

valor.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral: verificar a prevaléncia da expressao imuno-histoquimica da
alfa-actina em carcinomas basocelulares de baixo risco (superficial, nodular,
fibroepitelioma) e de alto risco (infiltrativo, morfeiforme, basoescamoso,
esclerosante e micronodular).

3.2 Especifico: descrever a relacdo entre a expressao imuno-
histoquimica da alfa-actina e as seguintes variaveis:

a) idade do paciente;

b) topografia da lesé&o;

c) tamanho da leséo;

d) espessura tumoral,

e) presenca de ulceracéo;

f) recidiva das lesdes em 5 anos (quando disponivel).
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Abstract: The presence of myofibroblast differentiation has been proposed as an
invading mechanism in basal cell carcinomas. However, small studies regarding a-
smooth muscle actin positivity have led to conflicting results. This review of 100 cases
examines the association between a-smooth muscle actin positivity on
immunohistochemical studies and the clinical and histopathological characteristics of
the tumor, including tumor size, thickness, subtype, topography, ulceration, 5-year

recurrence rate and age at diagnosis.

Keywords: Basal cell carcinoma, Smooth muscle actin, Prognosis, Stroma,
Myofibroblast

Manuscript:

Introduction

Basal cell carcinoma (BCC) is a common skin cancer that is locally invasive, but
rarely metastasizes.! Case series have proposed a role for a-smooth muscle actin (a-
SMA) expression in skin carcinomas through a fibroblast to myofibroblast
differentiation, thus possibly contributing to their invasive mechanisms. 2€ Protein
microfilaments have been visualized in electron microscopy studies since as early as

1976 in squamous cell carcinomas and other skin neoplasms.’®

Proving the relationship between a-smooth muscle actin expression and tumor
invasion could help predict a tendency for BCCs to spread locally, thus helping in

therapeutic decision.

The aim of this study was to describe the expression of a-smooth muscle actin
immunohistochemical (IHC) staining in low risk or non-aggressive subtypes (superficial,
nodular, fibroepithelioma) and high risk or aggressive subtypes (infiltrative,

morpheaform, basosquamous, micronodular) basal cell carcinomas.

Materials and Methods

The study group comprised 100 sample tumors excised in one year at the same

institution (Hospital de Clinicas de Porto Alegre). Registry records were obtained for
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the following data: patient's age, tumor location (sun exposed versus non exposed),
tumor subtype (according to the Royal College of Pathologists 2014 criteria®), tumor
size and thickness, presence or absence of ulceration and 5-year clinical recurrence

proven by biopsy.

Subsequently, the paraffin samples were stained with a-smooth muscle actin
(Merck-Millipore ASM-1 clone) and analyzed for positivity in tumor cells and tumor
stroma. We used a semiquantitative scale of 0—4, where a score of O indicates no actin
expression; a score of 1 indicated actin expression in 0—25% of tumor cells; a score of
2 indicated actin expression in 25-50% of tumor cells; a score of 3 indicated actin
expression in 50-75% of tumor cells; and a score of 4 indicated actin expression in 75—
100% of tumor cells. The score was usually in the 2+ to 4+ range.
Immunohistochemistry evaluations were performed by a dermatopathologist expert
(ASC).

Statistical analysis was performed using chi-square test for each of the
categorical values. When chi-square test was not applicable due to a smaller sample
size, Fischer's exact test was performed. A significant index a<0.05 was applied to all
analysis. Association between variables was calculated using phi (@) for 2x2 tables, or
Cramer’'s V test, for tables larger than 2x2. Odds ratio was applied to significant
categories. All statistical procedures were performed according to Field’s (2013)

recommendations, using IBM SPSS Statistics version 23.0 software.

Results

The characteristics of the sample are summarized in Table 1 and Table 2. Most
tumors found were non-aggressive; most patients were older than 60 years old; and
most lesions were sun exposed. Most tumors were greater than 2 mm thick, but
smaller than 2 cm wide. Recurrence rates were low, when available in registry; and
there was a slight preponderance of non-ulcerated lesions over ulcerated lesions (58%

versus 42%).

There was a statistically significant correlation between stromal a-smooth
muscle actin positivity and aggressive subtypes of BCC (p=0.001, ¢ = 0.34) (Table 2).
The association between the positivity in the stroma and the recurrence rate was of 1.8
(odds ratio = 1.896 IC95% = 0.771 — 4.659). Other tumor characteristics (tumor
thickness, location, ulceration, and size) and age group were not significantly related to

immunohistochemical positivity to a-smooth muscle actin (Table 3).
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There was no statistically significant correlation between tumor cell a-smooth

muscle actin positivity and any of the tumor characteristics and age group (Table 4).

Examples of tumor cell and stromal a-SMA staining are displayed in Figure 1.

Discussion

Our results are consistent with those of previous, smaller studies. We also
expanded the topic, including analysis of other potential factors associated with a-SMA
positivity, such as age, location, thickness and recurrence rates. The results are
congruent with the proposed mechanism of tissue invasion in skin carcinomas: stromal
fibroblasts express contractile proteins, thus acquiring a myoepithelial differentiation,
while tumor cells have no proposed role in this phenomenon. Invasive mechanisms in
basal cell carcinomas likely involve motility and progression through tissue, as well as
metalloproteinases expression by stromal tissue.l® This “cutting and invading”
proposed tool is expressed in high-risk BCCs, explaining its aggressive clinical

behavior and higher recurrence rate.

Adegboyega et al*! demonstrated a higher a-SMA expression in stromal BCC
cells located in the head and neck area. Despite a higher prevalence of superficial
subtypes in the trunk!?, there was no statistical difference regarding topography in this
study. This finding could be due to a smaller sample in non-photo exposed areas,
reflecting the epidemiology of the tumor. There were also limitations in this study
regarding recurrence data, as patients could be discharged or miss clinical

appointments after surgery and lesion clearance.

Therefore, a-SMA immuno-histochemistry is a promising ancillary method for
the detection of potentially invasive and recurrent BCCs, as incisional biopsy samples
usually do not reflect the entire tumor’s classification. This method could prove useful
when evaluating lesions in central areas of the face, when Mohs surgery is not

available, especially when a skin flap is required to approach the resulting wound.
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Figures

Figure 1. Expression of a-SMA by tumor cells and stromal cells in BCC. A. Superficial
BCC showing positive aSMA expression in tumor cells. B. Nodular-Infiltrative BCC with

marked expression of a-SMA in stromal cells. (Magnifications: A and B, x20).







Tables

Table 1. Basal Cell Carcinomas: clinical and histopathological characteristics

TUMOR CHARACTERISTICS RESULTS (N)

SUBTYPE Aggressive (n=27)

Non Aggressive (n=73)

AGE (YEARS) <60 (n=27)

60-80 Years Old (n=57)

>80 (n=16)

LOCATION Sun Exposed (n=83)

Non Exposed (n=17)

TUMOR SIZE <2 cm (n=81)
>2 cm (n=18)
THICKNESS <1 mm (n=7)
1-2 mm (n=22)
>2 mm (n=40)
ULCERATION Ulcerated (n=42)

Non Ulcerated (n=58)

RECURRENCE Present (n=22)

Absent (n=78)




Table 2. Basal Cell Carcinomas: specific subtypes

42

Subtype Results (n)
Infiltrative 20
Mopheaform 1
Micronodular 3
Basosquamous 3
Superficial 7

Nodular

Solid 45
Cystic 12
Adenoid 8
Keratotic 1
Fibroepithelioma 0




Table 3. Descriptive results and the association between stromal a-smooth muscle

actin and tumor characteristics.
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Tumor characteristics

a-smooth muscle actin

Positive Negative
n (%) n (%)

Subtype Aggressive (n=27) 16 (59%) 11 (41%)
Non Aggressive(n=73) 17 (23%) 56 (77%)
(p; X3(1); @) (0.001*; 11.535; 0.34)

Age (years) <60 (n=27) 8 (30%) 19 (70%)
60-80 (n=57) 18 (32%) 39 (68%)
>80 (n=16) 7 (44%) 9 (56%)
(P; X2(2); V) (0.585; 1.027; 0.101)

Tumor location Sun exposed (n=83) 26 (31%) 57 (69%)
Non exposed (n=17) 7 (41%) 10 (59%)
(p; X3(1); @) (0.302; 0.619; -0.079)

Tumor size <2 cm (n=81) 24 (30%) 57 (70%)
>2 cm (n=18) 9 (50%) 9 (50%)
(p; X2(1); @) (0.085; 2.75; -0.167)

Thickness <1 mm (n=7) 2 (29%) 5 (71%)
1-2 mm (n=22) 4 (18%) 18 (82%)
>2 mm (n=40) 18 (45%) 22 (55%)
(p(); X3(2); V) (0.099; 4.633; 0.259)

Ulceration Ulcerated (n=42) 18 (43%) 24 (57%)
Non ulcerated (n=58) 15 (26%) 43 (74%)
(P; X3(1); @) (0.494; 0.051; -0.023)

Recurrence Present (n=22) 7 (32%) 15 (68%)
Absent (n=78) 26 (33%) 52 (67%)

(p; X2(1); @)

(0.555; 0.018; -0.013)

p: p value in chi-square test; p(F): p value for Fisher's Exact Test when a count over 5 was not
confirmed. ¥*(Id): indicates the chi-square value found in each test for a given number of liberty
degrees; ¢: phi association index for 2x2 tables; V: Cramer's V index for non- 2x2 tables.

*indicates p<0.05.
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Table 4. Descriptive results and the association between tumor cell a-smooth muscle
actin and tumor characteristics.

Tumor characteristics a-smooth muscle actin
Positive Negative
n (%) n (%)

Subtype Aggressive (n=27) 13 (48%) 14 (52%)
Non Aggressive (n=73) 24 (33%) 49 (67%)
(p; X2(1); @) (0.121; 1.972; 0.14)

Age (years) <60 (n=27) 11 (41%) 16 (59%)
60-80 (n=57) 23 (40%) 34 (60%)
>80 (n=16) 3 (19%) 13 (81%)
(p; X2(2); V) (0.289; 2.723; 0.165)

Tumor location Sun Exposed (n=83) 33 (40%) 50 (60%)
Non exposed (n=17) 4 (24%) 13 (76%)
(p; X2(1); @) (0.162; 1.594; 0.126)

Tumor size <2 cm (n=81) 29 (36%) 52 (64%)
>2 cm (n=18) 7 (39%) 11 (61%)
(p; X3(1); @) (0.503; 0.061; -0.025)

Thickness <1 mm (n=7) 2 (29%) 5 (71%)
1-2 mm (n=22) 9 (41%) 13 (59%)
>2 mm (n=40) 14 (35%)
(p(MH); X2(2); V) (0.872; 0.412; 0.077)

Ulceration Ulcerated (n=42) 15 (36%) 27 (64%)
Non ulcerated (n=58) 22 (38%) 36 (62%)
(P; X3(1); @) (0.494; 0.051; -0.023)

Recurrence Present (n=22) 8 (36%) 14 (64%)
Absent (n=78) 29 (37%) 49 (63%)
(p; X3(1); @) (0.576; 0.005; -0.007)

p: p value in chi-square test; p(F): p value for Fisher’'s Exact Test when a count over 5 was not
confirmed. x?(Id): indicates the chi-square value found in each test for a given number of liberty
degrees; ¢: phi association index for 2x2 tables; V: Cramer's V index for non- 2x2 tables.
*indicates p<0.05.
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5. CONCLUSOES

O estudo verificou que a maioria dos pacientes possuia idade de 60
anos ou superior e a maior parte das lesbes estava localizada em &area
fotoexposta. A maioria dos tumores analisada foi classificada como nao
agressiva, tinha espessura superior a 2 milimetros, mas era inferior a 2 cm de
didametro. As taxas de recidiva foram baixas, quando disponiveis em prontuario;
e havia um equilibrio entre lesbes ulceradas e nao ulceradas.

Houve associagao estatisticamente significativa entre positividade para
alfa-actina de musculo liso no estroma tumoral e subtipos agressivos (p=0,001,
¢ = 0,34). A associagdo entre a positividade estromal e o risco de recidiva foi
de 1.8 (odds ratio = 1,896 IC95% = 0,771 — 4,659). Outras caracteristicas
tumorais (espessura tumoral, localizagéo, ulceracdo e tamanho do tumor) n&o
foram significativamente associadas a presenca de alfa-actina de musculo liso
a imuno-histoquimica.

N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre a
positividade para alfa-actina nas células tumorais e as variaveis estudadas.

Nossos resultados sao condizentes com aqueles verificados em
estudos menores, com expansdo para analise de outros possiveis fatores
associados a maior agressividade tumoral. Os resultados foram congruentes
com 0 mecanismo proposto de invasdo do CBC, ou seja, proteinas contrateis
expressas em fibroblastos, diferenciados portanto em miofibroblastos, levam a
expansdo do estroma tumoral, com acédo de metaloproteinases para clivagem
dos tecidos saudaveis adjacentes. Essa caracteristica do estroma tumoral

parece ser mais significativa em subtipos de alto risco, como carcinomas
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infiltrativos e morfeiformes, sendo condizente com a caracteristica clinica de
crescimento e prevaléncia de recidiva dessas lesdes.

Em relacdo a localizacdo das lesGes, embora haja predominio de
subtipos superficiais no tronco, ndo foi encontrada associacdo entre a
localizagdo das lesdes e a prevaléncia de positividade para a-SMA. Contudo,
havia menor nimero de amostras em localizagfes ndo fotoexpostas, refletindo
a epidemiologia do tumor. Da mesma forma, alguns dados, como indice de
recidiva, ndo estavam disponiveis em dados de prontuario, devido a perda de
acompanhamento ou alta previamente aos 5 anos de acompanhamento.

Dessa forma, a imuno-histoquimica para a-SMA é um método ancilar
promissor para a detec¢cao de CBCs potencialmente invasivos e recidivantes,
visto que a bidpsia incisional pode nao refletir a classificacdo real do tumor (por
exemplo, biopsiando-se &rea nodular em um carcinoma posteriormente
classificado como infiltrativo). Esse método pode ser de grande utilidade para
avaliar lesbes de alto risco na regido central da face, quando a cirurgia de
Mohs estiver indisponivel, especialmente quando do planejamento de
fechamento cirargico por enxerto ou retalho, diminuindo-se, portanto, a

guantidade de procedimentos cirlrgicos e o risco de perda de enxertia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O Servico de Dermatologia e o Servico de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre sdo centros de referéncias no diagnéstico de
pacientes com carcinomas basocelulares e de outros tumores de pele, doengas
muito frequentes na prética clinica dermatoldgica.

Embora de modelo transversal sem pareamento, 0 presente estudo
reflete a epidemiologia dos carcinomas basocelulares atendidos no ano de
2014 nessa instituicdo, refletindo a prevaléncia dos diferentes subtipos
tumorais na populacéo atendida, advinda sobretudo de Porto Alegre, da Regiéo
Metropolitana e do interior do Rio Grande do Sul.

Dessa forma, estudos que busquem o entendimento dos mecanismos
de invasdo tumoral do céncer de pele mais prevalente podem ajudar no
aprimoramento do planejamento e da técnica cirargica, visando a prevencao da
recidiva tumoral e um menor niumero de intervencdes para alcancar-se a cura

clinica e histoldgica da leséo.
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7. APENDICES

7.1 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os espécimes fixados em formalina tamponada 10%, processados e
incluidos em parafina, foram submetidos ao corte histolégico em micrétomo
regulado para a espessura de 4 um. Os cortes foram posicionados em laminas
previamente silanizadas.

Para proceder a técnica de imuno-histoquimica, as laminas foram
aguecidas em estufa a 80°C por 30 minutos, desparafinizadas em xilol,
reidratadas em alcool etilico e posteriormente em agua destilada.

A recuperacado antigénica foi realizada em banho-maria por 20 minutos a
95°C no tampao citrato pH 6,0. A atividade de peroxidase endbégena foi
blogueada com solucdo de peréxido de hidrogénio a 5% em metanol por 20
minutos. O bloqueio de proteinas foi realizado com leite desnatado em poé
diluido a 5% em PBS por 20 minutos. Os cortes foram posteriormente
incubados overnight em geladeira de 2 a 8°C, com o anticorpo primario ASM-1
SDS Merck na diluicdo 1:50. ApGs a incubagdo, foi aplicado o anticorpo
secundario, incubado a 1h e 30 minutos em temperatura ambiente; a
visualizacdo da reacao foi obtida com Liquid Dab (Dako, K3468), conforme
recomendac0des do fabricante.

ApOs a visualizacdo, as laminas foram contra-coradas em hematoxilina
de Harris por 10 segundos, e diferenciadas em agua amoniacal 2% por 30
segundos. Os cortes foram desidratados em etanol absoluto e colocados em

xilol para a montagem das laminas em resina do tipo Entellan.
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7.2 FICHA DE AVALIACAO

Idade:
Prontuéario:
NUmero do AP:

Descricao clinica e dermatoscoépica da leséo:

Tamanho dalesdo: _ mm ( ) nao disponivel
Topografia: ( ) fotoexposta ( ) ndo fotoexposta
Ulceracao: ( ) presente ( ) ausente

Impressao diagnostica (clinica):

Recidiva dalesédo: () sim ( ) ndo ( ) ndo disponivel

Tipo histolégico (segundo critérios atualizados do Royal College of

Pathology):

() infiltrativo ( ) solido ( ) de padréo reticular
( ) nodular () sélido cistico ( ) outro:

() superficial ( ) adenoide

Ulceracao (patologia): ( ) nao ulcerado ( ) ulcerado (>3 mm) ( ) ulcerado
(<3mm)

Estendendo-se ao: ( ) derma papilar ( ) derma reticular superior ( ) derma
reticular médio ( ) derma reticular profundo ( ) hipoderma

Espessuratumoral: ( )<l mm ( ) 1-2mm ( )>2mm

Palicada: ( ) bem expressa ( ) pouco expressa ( ) moderadamente expressa (
) ndo apresentando palicada periférica

Padr&o de crescimento: ( ) expansivo ( ) infiltrativo



Bloco com bordas: ( ) arredondadas ( ) espiculadas

Estroma tumoral: () fibroso ( ) mucinoso ( ) escasso

Infiltrado linfocitario: ( ) discreto ( ) moderado ( ) acentuado
Limites cirurgicos radiais: ( ) livres ( ) exiguos ( ) comprometidos
Sendo que o mais préoximo dista ___ milimetros pos-fixacao.

Limite cirdrgico profundo: ( ) livre ( ) comprometido

Coloragcdo para alfa-actina de musculo liso: ( ) positiva (

50

) negativa



8. ANEXOS

8.1. Parecer do Comité de Etica da UFCSPA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE I —
CIENCIAS DA SAUDE DE Q{gm,n
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A Expresséo Imuno-Histoquimica da Actina nos Carcinomas
Basocelulares Pesquisador: Renan Rangel Bonamigo Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 99227218.2.0000.5345

Instituicdo Proponente:Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Patrocinador Principal: FUNDACAO INSTITUTO DE PESQUISAS ECONOMICAS FIPE

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.092.253

Apresentacdo do Projeto:

O carcinoma basocelular é extremamente prevalente na populagdo em geral, acarretando prejuizos clinicos,
funcionais e estéticos ao paciente e onerando os Servi¢cos de Saude. A determinacdo do potencial invasor
tumoral é de grande valia para decisdes terapéuticas mais acuradas, levando-se em consideracdo as
condig¢@es clinicas de cada paciente. Observamos uma caréncia na literatura de estudos avaliando, de uma
forma integral, a relacdo entre a presenca de filamentos de actina e marcadores de agressividade ao quadro
clinico e a histopatologia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Descrever a prevaléncia da positividade para actina, a imuno-histoquimica, em carcinomas basocelulares de
baixo risco (superficial, nodular, fibroepitelioma) e de alto risco (infiltrativo, morfeiforme, basoescamoso,
esclerosante e micronodular).

Objetivo Secundario:

Descrever a relagdo entre a positividade para actina, a imuno-histoquimica, e as seguintes variaveis: idade do
paciente; topografia; padrao clinico da lesédo; descricdo dermatoscdépica; tamanho da lesdo, espessura
tumoral; presenca de ulceracéo e recidiva das les6es em 5 anos (quando disponivel).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: os pesquisadores informam que nado ha riscos.

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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Beneficios:

Comprovando-se a relagcdo entre o aumento de actina e uma maior invasdo tumoral, poderiamos prever o
comportamento de um carcinoma basocelular de invadir os tecidos locais, auxiliando na deciséo terapéutica
de intervengdes mais ou menos conservadoras, como margens histolégicas mais amplas ou um tempo de

seguimento mais longo, por exemplo. Esse conhecimento podera ser reconhecido como de importante valor.

Comentérios e Consideracfes sobre a Pesquisa:

Seréo identificados e avaliados 100 blocos de parafina de pacientes cuja exérese de carcinoma basocelular
tenha ocorrido no ano de 2014.

Esse material serd processado como laminas em H&E, identificando-se os tipos histolégicos presentes e a
espessura tumoral maxima. No Centro de Pesquisa Experimental do HCPA, serdo coradas as laminas
conforme a técnica padronizada de imuno-histoquimica. O material sera analisado quanto a positividade ou
negatividade para esta coloracéo. Serdo verificadas nos prontuérios dos pacientes: idade; topografia da leséo
(&rea fotoexposta ou nao fotoexposta); padrao clinico da lesédo (impressao clinica de CBC superficial, nodular
ou infiltrativo); descricdo dermatoscoépica; espessura tumoral; presenca ou auséncia de ulceragdo e recidiva
da leséo em até 5 anos de acompanhamento.

Sera realizado estudo descritivo, por se tratar de andlise inédita na literatura.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O termo de compromisso de utilizacdo dos dados foi enviado e esta adequado. Os pesquisadores se
comprometem em garantir o sigilo dos participantes.

Demais termos ja haviam sido enviados anteriormente e estdo adequados.

Recomendacgdes:

Orientamos que em futuros projetos 0 nome do pesquisador responsavel nos termos de anuéncia, de entrega
de relatérios, etc, deve ser do professor com vinculo institucional a UFCSPA, e ndo do aluno de poés -
graduacéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias foram resolvidas. Projeto considerado aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
De acordo com o parecer do relator.

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag
Informagdes PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 08/11/2018 Aceit
Bésicas do Projeto  |ROJETO_1213540.pdf 17:31:29
Outros IMG_4191.JPG 08/11/2018 |ANA CAROLINA Aceit
17:30:55 |KRUM DOS

Declaracéo de IMG_4190.JPG 08/11/2018 | ANA CAROLINA Aceit

Manuseio Material 17:30:23 |KRUM DOS

Biologico / SANTOS

Biorepositorio /

Biobanco

Outros TCrelatorio.JPG 12/09/2018 | ANA CAROLINA Aceit
14:18:25 KRUM DOS

Outros Orientador.JPG 12/09/2018 | ANA CAROLINA Aceit
14:18:10 |KRUM DOS

Outros RecomendacaoLia.JPG 12/09/2018 |ANA CAROLINA Aceit
14:17:49 KRUM DOS

Outros RecomendacaoRenato.JPG 12/09/2018 | ANA CAROLINA Aceit
14:17:36 | KRUM DOS

Declaracéo de CartaChefe.JPG 12/09/2018 |ANA CAROLINA Aceit

Instituicéo e 14:17:09 |[KRUM DOS

Infraestrutura SANTOS

Projeto Detalhado / | Mestrado12set.docx 12/09/2018 |ANA CAROLINA Aceit

Brochura 10:45:50 |KRUM DOS

Investigador SANTOS

Cronograma Cronograma.docx 12/09/2018 |ANA CAROLINA Aceit
10:43:59 |KRUM DOS

Orgamento Orcamento.docx 12/09/2018 |ANA CAROLINA Aceit
10:43:10 |KRUM DOS

Folha de Rosto Untitled_11092018 143042.pdf 12/09/2018 |ANA CAROLINA Aceit
10:39:23 | KRUM DOS

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 18 de Dezembro de 2018
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